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RESUMO: Através de vários experimentos objetivou-se estudar as melhores respostas da variedade de banana " Maçã"
às técnicas de cultura de tecidos no que se refere ao tipo e dimensões dos explantes e ao meio de cultura para obtenção de
uma maior taxa de multiplicação in vitro. Os ápices caulinares utilizados como explantes foram obtidos em cinco diferen-
tes maneiras. Observou-se que os ápices caulinares com 0,7 cm de diâmetro basal por l cm de comprimento, dos quais
foram retiradas as bainhas foliares, apresentaram maior número de brotos. O meio liquido com agitação foi o em que se
observou um maior estímulo na brotação, superando o meio semi-sólido e o meio liquido sem agitação. A concentração
de BAP testada que permitiu a obtenção de um maior número de brotos foi de 5.0 mg.1-1. Para o enraizamento, a concen-
tração de 0,1 mg.1-1 de ANA e AIB foi a mais adequada.
Descritores: bananeira, ápices caulinares, micropropagação, enraizamento
SHOOT TIP CULTURE OF Musa sp., var. MAÇÃ: ESTABLISHMENT,
MICROPROPAGATION AND ROOTING
ABSTRACT: The response of banana shoot tips var. "Maçã", were accessed for different micropropagation conditions
such as media composition and explant type. Shoot tip apices were extracted in five different ways. Shoot tips without
immature leaves with 0.7 cm in diameter and 1.0 cm in lenght, tended to produce a larger number of developing buds.
The number of buds developed was higher in shoot tips grown in liquid media with agitation than in semi solid media.
Shoot tips grown in static liquid media had the lowest number of buds developed. The lowest concentration of the growth
regulator BAP to produce a higher number of buds was 5.0 mg.l-1. For rooting, the best concentration of NAA and IBA
was 0.1 mg.1-1. This concentration rooted plants hi two weeks.
Key words: banana, shoot tip apices, micropropagation, rooting
INTRODUÇÃO
A bananeira é uma cultura de vital
importância para milhões de pessoas no mundo todo,
seja como fonte de alimentação direta ou como fon-
te de divisas. A produção mundial alcança aproxi-
madamente 71 milhões de toneladas por ano (FAO,
1991).
A micropropagação da bananeira pode con-
tribuir para uma melhora da sanidade e uniformida-
de do material cultivado em campo, bem como para
a propagação de clones que apresentem melhores
características agronômicas (CRONAUER et al.
1984). Além disso tem se apresentado como uma
ferramenta útil para o melhoramento genético desta
cultura através de indução e exploração da variação
somaclonal espontânea ou induzida através de
mutagênicos químicos ou físicos (NOVAK et al.
1987)
O presente trabalho foi realizado com a fi-
nalidade de se conhecer melhor as respostas da var.
"Maçã" às técnicas de cultura de tecidos, no que se
refere ao melhor tipo de explante, meio de cultura e
condições mais adequadas para uma maior taxa de
multiplicação in vitro.
MATERIAL E MÉTODOS
Plantas jovens de banana "Maçã", com
aproximadamente quatro meses, foram coletadas em
campo, recebendo cortes no pseudocaule aproxima-
damente 20 cm acima do rizoma sendo lavadas em
água, eliminando-se a terra e as raízes. A seguir, as
bainhas foliares que ainda restaram no pseudocaule,
foram retiradas gradativamente, ao passo que o
rizoma sofreu cortes sucessivos, até que o explante
adquiriu 2,5 cm de diâmetro e 5 cm de comprimen-
to, mantendo em seu interior o ápice meristemático
intocado.
Estes explantes foram imersos em álcool
95°GL por 5 minutos, para a esterilização e quebra
da tensão superficial, logo após foram transferidos
para solução de hipoclorito de sódio (produto comer-
cial 2,5% cloro ativo) diluído na proporção 1:3, por
20 minutos em agitador, para completar a esteriliza-
ção superficial. A seguir foram enxaguados em câ-
mara asséptica por 4 vezes com água dest i lada
autoclavada.
Após este tratamento, com o auxíl io de
bisturi, foram deixados no explante apenas 3 ou 4
primordios foliares recobrindo o meristema apical,
ficando o explante com aproximadamente 2,0 mm
de diâmetro. Nestas condições os explantes foram
inoculados em meio de cultura ML semi-sólido ou
líquido, contendo sais minerais de MURASHIGE &
SKOOG (1962) (MS), macro e micronutrientes, vi-
taminas de MOREL & WETMORE (1951) (MW),
suplementado com 5,0 mg.l-1 de BAP, 3% sacarose,
pH 5,7 e 6,5 g.l-1 de ágar.
Os ápices caulinares foram incubados em
sala de crescimento com temperatura controlada
(26°C + 2°C) e sob fotoperíodo de 16 horas de luz
(30 W/m2). As trocas de meio foram realizadas a
cada 15 dias. Esta primeira etapa permitiu a multipli-
cação vegetativa do material , para utilização nas
demais etapas deste trabalho. Parte destas plantas
foram utilizadas para determinar a taxa de brotação
de ápices caulinares extraídos de cinco diferentes
maneiras, como ilustra a Figura l.
1.Ápice caulinar com 0,7 cm de diâmetro
basal por l cm de comprimento, contendo o
meristema apical mais gemas laterais sem a remo-
ção das bainhas foliares e que sofreu dois cortes
perpendiculares longitudinalmente até a altura do
meristema. Estes cortes foram realizados para que-
brar a dominancia apical.
2.Ápice caulinar com 0,7 cm de diâmetro
basal por l cm de comprimento, contendo o
meristema apical mais gemas laterais sem a remo-
ção das bainhas foliares.
3 Ápice caulinar com 0,7 cm de diâmetro
basal por l cm de comprimento que sofreu remo-
ção das bainhas foliares, contendo no entanto, o
meristema apical mais as gemas laterais
4 Ápice caulinar com 0,7 cm de diâmetro
basal por l cm de altura, contendo apenas as gemas
laterais, urna vez que a que determinava a dominância
apical foi removida
5 Ápice caulinar com 0,1 - 0,2 cm de diâ-
metro, compreendendo a região meristemática con-
tendo 2-3 primórdios foliares
Cada um dos t r a t amen tos ( t ipos de
explantes obtidos em câmara de fluxo laminar) con-
tou com 15 repetições, sendo cada parcela represen-
tada por um ápice caulinar inoculado individualmente
em Erlenmeyer de 250 ml em meio de cultura Ml
líquido e levados para sala de crescimento e manti-
dos sob agitação (65 rpm) A avaliação foi realizada
através da contagem do número de brotos após 30
dias
Com a finalidade de se comparar as res-
postas dos ápices caulinares quando inoculados em
meio semi-sólido ou em meio l íquido (com e sem
agitação) para o estímulo das brotações em ápices
caulinares de bananeira "Maçã", utilizou-se 48 plan-
tas estabelecidas in vitro, das quais foram extraídos
os ápices caulinares com aproximadamente 0,7 cm
de diâmetro basal por 1,0 cm de altura.
Foram inoculados em meio Ml semi-sóli-
do, líquido com agitação e líquido sem agitação O
delineamento adotado foi o inteiramente casualiza-
do, com 16 repetições, sendo cada parcela represen-
tada por um ápice caulinar inoculado individualmente
em Erlenmeyer de 250 ml
Devido a controvérsias existentes na lite-
ratura específica, sobre as melhores concentrações
de BAP a serem utilizadas para a micropropagação
da bananeira e devido haver respostas diferenciadas
entre variedades distintas de Musa, como observado
em BANERJEE & DE LANGHE (1985), GUPTA
(1986), GODINHO (1987), LAMEIRA (1987), foi
realizado experimento para determinação das me-
lhores concentrações de BAP para a indução de
brotaçao em bananeira "Maçã". O experimento, em
delineamento inteiramente casualizado, contou com
8 tratamentos (0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e
17,5 mg.1-1) e 16 repetições, sendo cada parcela re-
presentada por dois ápices caulinares.
Os explantes utilizados para este experi-
mento foram obtidos a partir de 128 plantas cultiva-
das in vitro com aproximadamente 7,0 cm de altura
e 0,7 cm de largura basal. Em câmara asséptica, foi
realizado corte da parte aérea l ,0 cm acima do rizoma
com o auxílio de pinça e bisturi flambados, retiran-
do-se possíveis raízes.
Os explantes foram inoculados em meio
de cultura M1, isento de fítoreguladores, com as di-
versas concentrações de BAR Foram a seguir leva-
dos para sala de crescimento. O delineamento ado-
tado foi o inteiramente casualizado e a avaliação foi
realizada através do peso e do número de brotos
emitidos após 45 dias.
Uma vez que existem autores que recomen-
dam a utilização de reguladores de crescimento
(auxinas) para a indução do enraizamento em Musa
e outros que dispensam a sua utilização, realizou-se
experimento para a determinação dos melhores
reguladores de crescimento e concentrações adequa-
das a serem utilizados para o enraizamento de
plântulas de bananeira "Maçã". Para tanto, foram
usadas 130 plântulas, com aproximadamente 3,5 cm
de altura, originadas do cultivo in vitro e que ainda
não estavam enraizadas.
Os reguladores de crescimento testados fo-
ram as auxinas AIA, AIB e ANA, sendo que as
plântulas foram inoculadas individualmente em tu-
bos de ensaio contendo 25 ml de meio Ml, sem a
presença de citocininas, com as auxinas citadas nas
concentrações de 0; 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg.l-1 e 1,5
g.1-1 de gel (phytagel-Sigma) e mantidas em sala de
crescimento.
O delineamento foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos (doses) e 10
repetições (1 plântula por repetição). A avaliação
foi feita através do número de raízes e comprimento
do sistema radicular após 14 dias da inoculação.
Após as plântulas atingirem 6-9 cm, fo-
ram levadas para casa de vegetação, onde foram
aclimatadas em sacos plásticos de 10 x 12 cm, con-
tendo mistura autoclavada de terra argilosa, matéria
orgânica e areia nas proporções de 1:1:1, respectiva-
mente. As mudas foram colocadas dentro de câma-
ra úmida durante 4 dias. Após este período, foram
retiradas e mantidas dentro de casa de vegetação
As análises estatísticas foram realizadas
através de análises de variância e foi utilizado o tes-
te de Tukey para os dados de contagem transformados
segundo e através de equações de regres-
são, quando necessário.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os ápices caulinares inoculados, que a
princípio possuíam a coloração creme, adquiriram a
coloração verde após uma semana, CRONAUER &
KRIKORIAN (1984) também observaram estas al-
terações, porém, no presente trabalho, os explantes
apresentaram leve escurescimento devido a oxida-
ção superficial dos mesmos, a qual, não chegou a
prejudicar o seu desenvolvimento.
Durante os primeiros vinte dias ocorreu
entumescimento dos explantes, que cresceram
diametralmente. Após 25-35 dias de cultivo inicia-
ram-se as brotações que atingiram em média 5-6
brotos por explante em 45 dias de cultivo.
Com relação à capacidade de brotação de
ápices caulinares extraídos de diferentes maneiras,
após um mês, os resultados podem ser vistos na
TABELA l. Em alguns casos, houve tendência para
a formação de plântulas únicas, sem brotações late-
rais, isto ocorreu em alguns explantes pertencentes
ao tipo 2. O tratamento que diferiu estatisticamente,
apresentando o maior número médio de brotos foi o
de número 3, isto é, os ápices caulinares que sofre-
ram a retirada das bainhas foliares e que continham
o ápice caulinar apical mais as gemas laterais.
NOVAK et al. (1987) utilizaram explantes
que correspondem ao tipo 5 com a finalidade de
indução de mutações. No presente trabalho, este
explante apresentou tendência para menor média
iniciai de brotação (1,31 brotos em média), prova-
velmente devido a menor reserva nutricional conti-
da e a maior possibilidade de estresse ambiental a
que estão sujeitos devido ao seu pequeno tamanho.
Porém este tipo de explante, quando originado dire-
tamente de plantas do campo, minimiza a possibili-
dade de presença de vírus e outros patógenos segun-
do GUPTA (1986).
Para trabalhos de pesquisa que visem maior
taxa de multiplicação in vitro, o presente trabalho
sugere a utilização de ápices caulinares do tipo 3,
porém, os ápices caulinares sem bainha foliares re-
querem maior trabalho para sua obtenção. Para fins
de micropropagação pode-se recomendar também o
tipo l, que após o tipo 3, foi o que apresentou a ten-
dência de uma maior produção de brotos e além dis-
to exige menor trabalho para extração.
Vários autores, assim como MURASHIGE
(1974) recomendam cuidado na escolha do estado
físico do meio de cultura, uma vez que a taxa e o
padrão de crescimento e morfogênese podem ser afe-
tados A TABELA 2 apresenta as médias de brotos
obtidos a partir do cultivo in vitro de ápices caulinares
da var. Maçã em meio semi-sólido, líquido com agi-
tação e líquido sem agitação durante 20 dias.
O meio líquido com agitação e o meio semi-
sólido foram os tratamentos que apresentaram mai-
ores médias (1,56 e 1,20 brotos, respectivamente)
quando comparadas com o meio líquido sem agita-
ção (0,49 brotos) Neste último caso a falta de aeração
do meio líquido sem agitação deve ter provocado a
redução na capacidade de brotação dos explantes,
tal suposição concorda com MURASHIGE (1974)
quando afirma que os explantes submergem quando
em meio líquido estacionário prejudicando a troca
gasosa.
O meio líquido apresentou média ligeira-
mente superior (não significativa) ao meio semi-só-
lido, tal tendência já havia sido observada por
CRONAURER & KRIKORIAN (1984), porém, o
meio líquido possui o inconveniente de não permitir
uma boa sustentação para os explantes. Este meio
pode ser usado para o cultivo de ápices caulinares
muito pequenos, os quais sofrem mais com a
dessecação, e inicialmente, não necessitam ser sus-
tentados em posição fixa.
Deve-se evitar a utilização do meio líqui-
do sem agitação, uma vez que, como sugerem os da-
dos da TABELA 2 e de outros autores, como
MURASHIGE (1974), a oxigenação é fator impor-
tante para uma boa taxa de brotação
Como não houve diferença significativa
entre os meios semi-sólido e líquido para o cultivo
de ápices caulinares, sugere-se a utilização dos semi-
sólidos, devido a maior facilidade de manuseio, e
dispensa da utilização de agitadores.
Com relação à influência das concentra-
ções de BAP na brotação de ápices caulinares, os
pesos médios e o número médio de brotos por trata-
mento aplicado, estão apresentados na TABELA 3.
Nota-se que, em geral, na avaliação através de pesa-
gens, a testemunha sem BAP apresentou o menor
peso médio (4,66 g). Quando se avaliou através da
contagem do número de brotos, a testemunha e o
tratamento com 2,5 mg/L apresentaram as menores
médias e a concentração de 5,0 mg.l-1 de BAP, o
maior valor, que entretanto não diferiu estatistica-
mente das outras concentrações
Avaliando-se as médias dos números de
brotos para as diferentes concentrações de BAP, ob-
serva-se que até 5,0 mg/1, houve uma tendência para
um aumento progressivo na formação de brotos nos
ápices caulinares à medida que se elevou a concen-
tração do regulador de crescimento (BAP), ocorren-
do, posteriormente, uma tendência à queda e estabi-
lidade. GODINHO (1991), apesar de trabalhar com
plantas de bananeira in vivo, também observou que
com a adição de BAP, ocorria uma elevação na
indução de novos brotos até certo ponto (10,0 mg.L1).
Estes dados correspondem ao observado no presente
trabalho quando analisamos os dados de peso e nú-
mero de brotos através das curvas de regressão, quan-
do a concentração de 10,0 mg. l-1 correspondeu ao
ponto de máxima resposta, para as duas variáveis
analisadas e, 5,0 mg.1-1 foi a menor concentração
utilizada que produziu brotação satisfatória (Figura
2).
GUPTA (1986) recomendou a utilização
do BAP, nas concentrações de 0,7 a 5,0 mg.1-1, como
citocinina indutora de brotaçôes in vitro em Musa.
Já LAMEIRA (1987) trabalhando com outras varie-
dades de bananeira, recomendou a utilização da con-
centração de 2,5 mg.1-1 de BAP .
Para a var. Maçã a concentração de 2,5
mg.l-1 parece desaconselhável, pois produziu número
relativamente baixo de brotos e não foi capaz de
impedir o estímulo ao enraizamento, o qual uma vez
iniciado reduz a formação de novos brotos. Já a
concentração de 5,0 mg.l-1 parece ser a menor a per-
mitir que os ápices caulinares respondam com mai-
or intensidade ao estímulo da brotação, não haven-
do enraizamento para trocas de meio a cada 25 dias.
Pelos resultados observados na TABELA
3, o número crescente de brotos produzidos até a
concentração de 5,0 mg/L permite recomendar a uti-
lização de concentrações maiores do que 2,5 e me-
nores do que 5,0 mg/L de BAP para a
micropropagação da variedade Maçã. Esta faixa deve
ser suficiente para uma brotação adequada, impe-
dindo o enraizamento (indesejável nesta fase) e re-
duzindo os riscos da ocorrência de variação
somaclonal que doses maiores poderiam acarretar.
Não se conhece ao certo todos os fatores que indu-
zem a variação somaclonal, provavelmente, em ba-
naneira, os principais fatores sejam a instabilidade
genética dos tecidos somáticos, a presença de ge-
mas adventícias formadas nos tecidos do rizoma, in-
dependentemente da presença de calos, e a taxa de
repicagens in vitro e julga-se que os componentes
do meio de cultura também influenciem neste pro-
cesso, como os reguladores de crescimento em ele-
vadas concentrações. SOUZA et al., (1994) obser-
varam que plântulas de bananeira que passaram por
sete subcultivos em meios contendo 7,5 e 10 mg/L
de BAP apresentaram maiores freqüências de célu-
las com adição de cromossomos e redução no núme-
ro de células normais em relação a plântulas com
menos tempo de cultivo ou em meios com menores
concentrações de BAP. NOVAK (1991) atribui a
três principais causas o aparecimento de variação
somaclonal durante a micropropagação de Musa:
alterações genéticas já existentes nos tecidos dos
explantes, variações induzidas pela ação de
mutagênicos do meio de cultura e variação devido
ao estresse induzido pelas condições de cultivo.
Portanto, até que existam evidências que compro-
vem que níveis elevados de BAP não contribuem
para aumento da variação somaclonal na var. "Maçã",
deve-se evitar altas concentrações.
Com relação às melhores concentrações de
auxinas para o enraizamento, foram anotados o com-
primento médio (TABELA 4) e o número médio das
raízes (TABELA 5). Quanto ao comprimento das
raízes, observou-se de modo geral que, com exceção
do IBA e NAA para a menor concentração (0,1 mg/
L), à medida que aumentaram as concentrações, hou-
ve uma tendência à diminuição do comprimento.
Houve uma tendência a aumento no número médio
de raízes com as menores concentrações (0,1 e 0,5
mg/L). Os dados referentes ao número de raízes tam-
bém estão representados na Figura 3.
Levando-se em conta estes dois
parâmetros, pode-se recomendar para esta varieda-
de a concentração de 0,1 mgL de NAA ou IBA para
o enraizamento. LAMEIRA (1987) trabalhando com
outras variedades de bananeira, sugeriu a utilização
de 5 mg/L de IBA, o que, como se observou, não é
necessário para a var. Maçã. De fato, as plantas ori-
ginadas do tratamento com 0,1 mg/L foram capazes
de produzir enraizamento satisfatório após l ou 2
semanas e foram tranferidas após 14 a 20 dias para
casa de vegetação.
As plântulas, possuindo de 6 - 9 cm de al-
tura, apresentaram boa resposta ao transplante, sen-
do que as perdas foram mínimas (3 - 5%), em casa
de vegetação, quando originadas de enraizamento
realizado em meio sólido ou semi-sólido. As perdas,
no entanto, elevaram-se para 20% quando as
plântulas foram obtidas do cultivo em meio líquido,
observando-se o ataque por microorganismos na re-
gião do colo das plantas. Uma provável explicação
para este fato é que as plantas desenvolvidas em meio
líquido sejam mais tenras e permitam mais facil-
mente o ataque de microorganismos do solo.
CRONAURER & KRIKORIAN (1984)
após enraizarem plantas em meio semi-sólido,
aclimataram as mesmas em recipientes com
vermiculita e mantiveram sob nebulização por 10 a
14 dias, após o que puderam ser transferidas para
casa de vegetação. Para o presente trabalho foram
utilizados mistura de solo, como substrato, compos-
to de solo argiloso, estéreo e areia, na proporção de
1:1:1 e os resultados foram favoráveis, e não foram
necessários mais do que 4-5 dias sob nebulização,
para a transferência para a casa de vegetação.
Recomenda-se, então, a passagem de bro-
tos originados do cultivo em meio líquido para o meio
sólido ou semi-sólido durante a fase de enraizamento
de modo a garantir maior vigor para as plantas antes
da aclimatação em casa de vegetação. Pode-se utili-
zar solo como substrato, e de preferência utilizar
nebulização nos primeiros 4-5 dias de aclimatação,
evitando-se porém que o solo fique encharcado.
CONCLUSÕES
1. O tipo de ápice caulinar em que se obte-
ve o maior número de brotos foi o que sofreu a re-
moção das bainhas foliares.
2. Para a micropropagação da bananeira
pode-se utilizar meio líquido sob agitação ou meio
semi-sólido.
3. O tratamento de 5,0 mg.1-1 de BAP, foi
a menor concentração testada que induziu uma taxa
de brotação satisfatória durante o cultivo de ápices
caulinares de bananeira "Maçã".
4. Para a indução do enraizamento em
plântulas de bananeira "Maçã" in vitro, recomenda-
se a utilização de 0,1 mg.l-1 de AIB ou ANA, em
meio semi-sólido, na ausência de citocinina. A utili-
zação destes reguladores de crescimento nestas con-
centrações permite o enraizamento das plântulas de
bananeira, as quais após aproximadamente 20 dias
podem ser transferidas para a casa de vegetação.
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